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%&'&( 限制的 !)*#+表位特异性

细胞毒 ,细胞克隆的建立及分析

唐祖明!郑纪山!张胜子!杨玉志!张益红

摘!要!目的!建立 <=>?>

!

#(#&@(A#" 限制的 <B6>-表位特异性 CD=细胞克隆' 方法!<=>?>

!

#(#&@(A#" 阳性

<BE感染者的外周血单个核细胞"FBGC#分别用限制性表位肽 <B6&) H(% 和 <B6&&% H&(I 刺激$并以有限稀释法进行克隆化$

期间单独使用植物血凝素"F<>#及联合使用表位肽刺激' 用免疫荧光%流式细胞术以及乳酸脱氢酶释放实验对所获克隆进行鉴

定' 结果!从 <B6&) H(% 活化的细胞中获得 (' 株细胞克隆$其中 () 株为 CJ)

K

D克隆$均具有特异性细胞毒活性' 从 <B6&&%

H&(I 激活的细胞中获得 &( 株 CJ)

K

D克隆$其中 ' 株有明显的细胞毒活性$另 " 株细胞毒活性则显著低下' 克隆化过程中单独

使用 F<>及联合使用表位肽$克隆形成率分别为 &I4$(L和 &A4I)L' 结论!分别用表位肽 <B6&) H(% 和 <B6&&% H&(I$能激活

<=>?>

!

#(#&@(A#" 阳性 <BE感染者的 CJ)

K

D细胞' 建立 CJ)

K

D克隆过程中$表位肽的使用不能提高克隆形成率'

关键词!<BE感染!细胞毒 D细胞!细胞克隆!表位

-./.01234/1/5#/16783849!"#$#

!
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!"#$ %&'(#$$%)*#$ +(,)"#$%)"#$ -)*#$.($*/"01-/"/*2*34"567"/673689(6*0*:/76#(:,$-6&/)*",/;#(<*7,(/3$="#>($ ?@AABC$D)(#"

#D8201*2!EDF.*23G.!D;-2,2M+*2<=>?>

!

#(#& +,5 >

!

(A#" M21*M96*25 <B6>-?1N269O966:*;*;P96DQ:/N7;6:*2"CD=#

6Q;,214H.2?458!F2M9N72M+QRQ;;5 /;,;,36Q2+M62QQ1"FBGC1#S2M252M9T25 OM;/+<=>?>

!

#(#&@(A#" ?N;19*9T2N+*92,*S9*7 67M;,U

9672N+*9*91B4FBGC1S2M21*9/3Q+*25 M21N26*9T2Q:319,-*S;1:,*72*96N2N*9521"<B6&) H(% +,5 <B6&&% H&(I#$ +,5 2N9*;N2?1N269O96

CD=6Q;,21S2M2-2,2M+*25 R:Q9/9*9,-59Q3*9;, *267,9V32S9*7 F<>+Q;,2;M6;/R9,25 S9*7 1:,*72*96N2N*95214D7262QQ6Q;,21S2M2*72,

67+M+6*2M9.25 R:WX1*+9,9,-$XCG+,5 =J<M2Q2+124:.8I628!>O*2M( S22Y1;O9, T9*M;1*9/3Q+*9,-FBGC1$ 1N269O96CD=Q9,21S2M221*+RU

Q917254(' D6Q;,21S2M2-2,2M+*25 OM;/*7;12CD=Q9,21319,-<B6&) H(% 1*9/3Q+*9,-4>/;,-*72(' 6Q;,21$() 6Q;,21R2Q;,-25 *;CJ)

K

D62QQ1+,5 +QQ591NQ+:25 6:*;Q:*96+6*9T9*:4&( CJ)

K

D6Q;,21S2M2-2,2M+*25 OM;/*7;12CD=Q9,213,(#-<B6&&% H&(I 1*9/3Q+*9,-4ZN2U

69O966:*;*;P96+6*9T9*:S+1;R12MT25 9, ' ;O*7;126Q;,214D72;*72M*7M22591NQ+:25 Q2116:*;Q:*96+6*9T9*:4W, *72NM;6211;O6Q;,9,-$ F<>

S+13125 +Q;,2;M6;/R9,25 S9*7 1:,*72*96N2N*9521$+,5 *72+6792T2/2,*17;S25 +M+*2;O&I4$(L +,5 &A4I)L4<4/*6I834/!<B6&) H

(% +,5 <B6&&% H&(I +M26+N+RQ2;O+6*9T+*9,-CJ)

K

D62QQ19, FBGC1;O<=>?>

!

#(#& @(A#" N+*92,*S9*7 67M;,9672N+*9*91B4W, *72

NM;6211;OCJ)

K

D6Q;,9,-$ 1:,*72*96N2N*95216;3Q5 ,;*9,6M2+12*72M+*2;O1366211O3Q6Q;,9,-4

J.7 A4058!<BE& CD=& C2QQ6Q;,9,-&[N9*;N2

!!<BE感染免疫发病机制的相关研究表明$细胞

免疫$特别是细胞毒 D细胞"6:*;*;P96DQ:/N7;6:*21$

CD=$即活化的 CJ)

K

D细胞#在清除病毒和肝组织损

伤中起着主要作用$其对 <BE核心抗原"<B6>-#的

反应能力影响了 <BE感染的转归
(&)

' 因此对 CD=

细胞的研究成为关注热点' CD=反应在人类受白细

胞相关抗原"<=>#

!

类分子限定$尤其是 <=>?>'

<=>?>不同$所递呈的 CD=表位也不同' 本研究

中$我们观察了 & 例 E4F?F基因组合为 #(#&@(A#"

的慢性 <BE感染者外周血 CD=的特异性细胞毒活

性$从中建立了 <=>?>限制的两种不同 <B6表位

肽特异性 CD=克隆$并对其特性进行了分析'

对象与方法

&4对象!慢性乙肝患者$男性$"' 岁$诊断依据 (### 年修

订的 *病 毒 性 肝 炎 防 治 方 案 +' 患 者 血 清 检 测! <B1>-%

<B2>-%抗 ?<B6阳性以及 <BE?J\>阳性$>=D(")]@="正

常 A# ]@=#$抗 ?<>E?W-G%抗 ?<CE%抗 ?<[E以及抗 ?

<WE均阴性' 未进行抗病毒治疗' <=>?>

!

#(#&@(A#"'

(4方法!"&#外周血单个核细胞" FBGC#分离!采集肝素

抗凝外周静脉血$经人淋巴细胞分离液分离 FBGC$将细胞数

,((,

!!论!!著!
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调整至 ( &̀#

$

@/Q' "(#E4FGF基因分型!采集 [JD>抗凝血

(/Q$过柱吸附法提取 J\> ' E4F?F基因分型采用 FC_?

ZZF技术$使用 <=>?>位点高分辨 ZZF]\WD_>a试剂盒

"F[=?X_[[b公司 #$按说明书操作' 扩增产物电泳后用

F[=?X_[[bZZF分析软件判断结果' ""#合成肽和 <B6>-

分别合成 <B6&) H(% 和 <B6&&% H&(I 表位肽$前者长度为 &#

个氨基酸$序列 X=FZJXXFZE&后者长度为 ' 个氨基酸$序列

[a=EZXcEd' 由上海生工技术服务有限公司合成$纯度 e

')L' 重组 <B6>-"M<B6>-#"FM;1N26公司#' "A#FBGC的抗

原刺激!FBGC按 ( &̀#

$

@/Q$加入含 &#L >B型热灭活人血

清的 _FGW?&$A# 完全培养液$于 (A 孔培养板添加 & 毫升@

孔' 每孔加入 M<B6>-&

"

-$并分别加入合成肽 <B6&) H(%">

样本#和 <B6&&% ?&(I"B样本#&#

"

-' 第 " 天和第 &# 天补入

&/Q完全培养液$并加入重组人白介素 ?( "M7W=?($终浓度

&#]@/Q$ _fJ公司#&第 % 天换部分培养液$加合成肽%M7W=?

( 和异体饲养细胞 ( &̀#

$

@孔"异体饲养细胞系用异体 FBGC

预先按 (I

"

-@/Q加丝裂霉素 C处理$以使其失去增生能力#'

"I#激活细胞的克隆化!>样本和 B样本经培养 ( 周$分别收

集激活的细胞$采用有限稀释法进行克隆化!于 '$ 孔培养板

加 #4) H& 个细胞@"#4& 毫升,孔#$同时加 M7W=?("终浓度

&##]@/Q#%F<>"&

"

-@/Q#和异体饲养细胞 "( &̀#

I

@孔#' 其

中 >样本另设一联合使用合成肽 <B6&) ?(%"&

"

-@/Q#的克

隆化板$以观察合成肽对克隆化的影响' 同时设不加激活细

胞的对照孔' 间隔 % 天重复加刺激物和饲养细胞' 观察克隆

生长$根据细胞生长情况扩大培养$每 " 天换部分液体$维持

期间每 &# 天重复刺激 & 次' "$#<B6表位特异性细胞克隆的

表型鉴定!& &̀#

$

个克隆细胞以 FBZ 洗涤后$分别与鼠抗人

CJ" ?XWDC@CJ) ?F[@CJA ?XWDC单克隆抗体 "G+R*267 公

司#室温避光孵育 "#/9,$以 FBZ 洗去未结合抗体$经流式细

胞仪" X>CZ 6+Q9R3M#分析' "%#细胞内细胞因子检测!& `

&#

$

@/Q克隆细胞加 BM2O2Q59, >"晶美生物公司#&#

"

-$"%g培

养 I7$用 FBZ 缓冲液洗 & 次$经固定和破膜后$分别与 XWDC?

抗 WX\?

#

@抗 W=?A "G+R*267 公司#混合 "#/9,$洗去游离抗

体后$加 (L多聚甲醛 I##

"

Q$经流式细胞仪分析' ")#特异性

细胞毒活性试验!

$

靶细胞!自体 FBGC经 [BE诱导建立 B

淋巴母细胞系"B?=C=# "建系方法见文献
(()

# ' B?=C=( `

&#

$

@/Q$分别与 ( 种合成肽 &#

"

-混合过夜$洗去游离和合成

肽后$即为靶细胞&

%

细胞毒检测!采用乳酸脱氢酶"=J<#释

放试验试剂盒"FM;/2-+公司#$按说明书操作'

结!!果

&4<=>?>基因型及 <=>?>限制性表位肽的

选择!应用 FC_?ZZF分型技术$该患者的 <=>?>

等位基因组合为 #(#&@(A#"' 分别合成 <=>?>

!

#(#& 限制的 CD=优势表位肽 <B6&) ?(%

(")

和 <=>?

>

!

(A 限制的 CD=表位肽 <B6&&% ?&(I

(A)

' 两种合

成肽用作乙肝特异性 CD=细胞群 "<BE?1N269O96

CD=Q9,21#建立中的抗原刺激物'

(4<B6表位特异性 CD=的激活!新鲜分离的 FBU

GC用两种合成肽分别激活后测细胞毒活性"效靶比

例 A#h&#$>样本为 I%4$L$B样本为 ""4'L' 上述

结果提示 FBGC中的表位特异性 CJ)

K

D被激活'

"4D细胞克隆形成及表型分析!>样本单独用

F<>做刺激物的克隆形成率为 &I4$(L "&I 株@'$

孔#$联合用合成肽的克隆形成率为 &A4I)L"&A 株@

'$ 孔#$提示已活化的 D细胞在克隆化过程中添加合

成肽对克隆形成并无促进作用' 以上 (' 个克隆中

() 株为 CJ"

K

@CJA

?

@CJ)

K

D细胞 "&( 株 D6&$' 株

D6#$% 株 D6( #$ & 株为 CJ"

K

@CJA

K

@CJ)

?

D细胞

"D7# #' 从 B样本中获得 &( 株克隆$均为 CJ"

K

@

CJA

?

@CJ)

K

D细胞") 株 D6&$A 株 D6(#' 对照的 A#

个孔中无细胞生长'

A4CJ)

K

D细胞克隆的特异性细胞毒活性!CD=

克隆株的特异性细胞毒试验的效靶比例为 (4Ih&' >

样本 () 株 CD=克隆的细胞毒活性在 "(4IL H&##L

"图 &#&B样本的 ' 个克隆株有明显的细胞毒活性

""A4IL H'(4AL#$" 个克隆株"& 株 D6& 和 ( 株 D6(#

的细胞毒活性仅为 %4AL%&&4IL和 &A4IL"图 (#'

图 KC!)*KL M&N 特异性 <OL

P

,

细胞克隆的特异性细胞溶解率

图 &C!)*KKN MK&Q 特异性 <OL

P

,

细胞克隆的特异性细胞溶解率

!
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CD=表位在 CD=活化过程中起着关键的作用并

决定了 CD=的特异性生物学效应
(I)

' 多年来人们致

力于不同 <=>?>限制的 <BE特异性 CD=优势表

位肽的筛选$研究最多最深入的是 <=>?>

!

#( 限制

性 CD=表位
(")

$目前至少已鉴定出 &$ 个相关表位$

其中 <B6&) ?(% 表位肽的应用和报道最多' <=>?

>

!

#( 是我国常见的等位基因型$高达 "#L HI(L$

慢性 <BE感染者也达到 "IL

($$%)

' 因此对 <=>?>

!

#(#& 的 <BE感染个体的研究可以反映相当部分

人群的情况' <B6&&% ?&(I 表位由 Z;R+;等鉴定$主

要与 <=>?>

!

(A#( 相匹配$而对 >

!

(A 其他亚型

的免疫原性的报道较少' 由于 <BE感染中$ <B6>-

特异性 CD=反应控制病毒的作用更强$在疾病转归

中起着重要作用
(&$))

$因此本研究中我们合成了与患

者 <=>?>等位基因相应的两种 <B6特异性 CD=表

位' 用这两种表位激活的 <BE特异性 CD=细胞群

表现出特异性细胞毒活性' 表明这两种肽在本例患

者具有免疫原性'

<BE特异性 CD=应答在乙型肝炎免疫发病机制

中的作用受到广泛关注' 慢性乙肝临床常表现为急

性发作和病情稳定交替出现$静止期特异性 CD=低

表达$急性发作时特异性 CD=频数和活性增高$提示

机体处于免疫激活状态$有研究表明此时易于出现

<BE?JE>复制终止和 <B2>-的血清学转换$有可

能获得控制病毒的效果
(')

' 本研究中患者为慢性

<BE感染急性发作$入院后虽病情好转$>=D下降$

但一直未达到正常水平$<BE?JE>持续阳性$

<B2>-也未发生转化' 我们用两种表位肽激活的特

异性 CD=细胞群显示明显的特异性细胞毒活性$提

示机体确有免疫活性增强$且与病毒并存' 但在随后

建立的 CD=克隆中有 " 株克隆的特异性细胞毒活性

低下$这是否反映了患者不充分的 CD=反应有待进

一步研究' 不充分的 CD=反应除可造成 <BE持续

存在$还可能有助于非特异性 D细胞造成的肝损

害
(&#)

' 由于慢性 <BE感染临床表现的多样性和免

疫发病机制的复杂性$特异性 CD=的功能%状态以及

到底如何发挥效应$需要更多病例的研究来加以阐

释'

在使用有限稀释法对表位肽活化的 CD=进行克

隆化时$常常联合使用非特异性刺激物和特异性表位

肽
(&&)

' 我们在克隆化过程中单独使用 F<>及联合

使用合成肽$结果显示联合使用两种刺激物$并不能

增加克隆形成率'
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